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= (54) Title: WATER-SOLUBLE ANTIBIOTIC COMPRISING AN AMINO SUGAR, IN THE FORM OF A POLYSACCHARIDE 
= CONJUGATE 

H (54) Bezeichnung: WASSERLOSLICHES, EINEN AMINOZUCKER AUFWEISENDES ANTIBIOTIKUM IN FORM EINES 
S POLYSACCHARIDKONJUGATS 

55 (57) Abstract: The invention relates to novel pharmaceutical forms for antibiotics containing amino sugar, amphotericin B, daunoru- 
bicin and doxorubicin, in which the known side effects are reduced and which can be used in a simple manner. The antimycotic 
agent B is nephrotoxic. The cytostatic agents daunorubicin and doxorubicin are highly cardiotoxic. The novel pharmaceutical forms 
are antibiotic-starch conjugates, wherein the antibiotic is combined with the polysaccharide at the reducing end thereof by means of 
\Jj a peptide bond. According to the invention, said bond is carried out by means of J 2 -oxidation of the starch derivative at the reducing 
^3 end thereof in an aqueous alkaline solution, and by coupling the starch derivative oxidised thereby to the antibiotic in an organic 
^ solution. The conjugates obtained are less toxic. The polysaccharide part can be decomposed by serum-a-amylase and the peptide 
^ bond can be accessed by an enzymatic attack. 

^ (57) Zusammenfassuog: Es soil ten neue Arzneiformen fur die aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und 
^ Doxorubicin bereitgestellt werden, bei welchen die bekannten Nebenwirkungen reduziert und welche unkompliziert anwendbar sind. 

Das Antimykotikum Amphotericin B ist nephrotoxisch. Die Cytostatika Daunorubicin und Doxorubicin sind stark kardiotoxisch. 
£5 Die neuen Arzneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjugate, wobei das Antibiotikum mit dem Polysaccharid an dessen reduzie- 

rendem Ende liber eine Peph'dbindung verknlipft isL Verfahrensmassig erfolgt diese Bindung Uber J 2 -Oxidation des Starkederivats 
Q an seinem reduzierenden Ende in wMssriger alkalischer Lfisung und anschliessender Kopplung des so oxidierten Starkederivats an 

das Antibiotikum in organischer Ldsung. Die erhaltenen Konjugate sind weniger toxisch. Der Polysccharid-Anteil ist durch Se- 
^ rum-a-Amylase abbaubar und die Peptjdbindung einem enzymatischen Angrifl zuganglich. 
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Wasserlosliches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum in Form eines 

Polysaccharidkonjugats 



Die vorliegende Erfindung betriffl wasserlosliche, oral oder parenteral applizierbare 
Zubereitungen von einen Aminozucker aufweisenden Antibiotika in Form eines Konjugats 
mit einem Polysaccharid auf Basis von Starke oder Starkederivaten, insbesondere 
Hydroxyethylstarke und Hydroxypropylstarke, sowie ein Verfahren zu deren kostengiinstiger 
Herstellung in hoher Ausbeute. Besonders bevorzugt als Polysaccharid ist 
Hydroxyethylstarke. Als Antibiotika mit einem Aminozucker kommen insbesondere 
Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin in Betracht, welche allesamt eine 
Aminogruppe in 0,-Position des Amionozuckeranteils aufweisen. 

Die aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin finden 
in der Therapie breite Anwendung und stellen oft das Mittel der Wahl dar, obwohl sie teils 
gravierende Nebenwirkungen zeigen. Amphotericin B wird tiberwiegend parenteral appliziert, 
Daunorubicin und Doxorubicin miissen zwingend i.v. verabreicht werden. 

Amphotericin B ist ein aus Streptomyces nodosus isoliertes Polyen-Antibiotikum. Chemisch 
handelt es sich urn ein makrocyclisches Lacton (Makrolid) mit 7 konjugierten 
Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb eines 38-gliedrigen Lactonrings, an 
welchen (iber eine O-glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosamin gebunden ist. 
Amphotericin B ist amphoter und besitzt lipophile und hydrophile Regionen im Molekill, 
welche es befahigen, mit den in der Cytoplasmamembran von Pilzen enthaltenen Sterolen 
Komplexe zu bilden, was zu einer Stoning der Zellpermeabilitat fiihrt. Da 
Bakterienmembranen keine Sterole enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin 
B selektiv gegen Pilze gerichtet. 
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Wegen des breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, das praktisch alle 
menschenpathogenen Pilze umfaBt, ist es fur eine systemische Behandlung mykotischer 
Infektionen beim Menschen das Mittel der Wahl. Insbesondere bei Patienten, deren 
Immunsystem beeintrachtigt ist, wie z.B. bei HIV- oder Krebs-Patienten, hat die Behandlung 
der damit einhergehenden invasiven Pilzinfektionen in den letzten Jahren stark zugenommen. 

Andererseits ist jedoch der Einsaz von Amphotericin B mit teils ziemlich massiven 
Nebenwirkungen verbunden. Bei generalisierten Mykosen und Organmykosen wird 
Amphotericin B i.v. appliziert, ablicherweise mit einer taglichen Dosis von 0,5 bis 0,7 mg/kg 
Kdrpergewicht. Da aber die Vertraglichkeit von Amphotericin B von Patient zu Patient 
unterschiedlich ist, muB die Dosierung individual eingestellt bzw. angepafit werden. Daruber 
hinaus benotigen Patienten mit geschwachtem Immunsystem meist hohere Dosen als iiblich, 
z.B. taglich 1 mg/kg Korpergewicht, die bei schwierigen Verlaufsformen - sofem vertraglich - 
bis zu 1,5 mg/kg gesteigert werden kdnnen. Die parenterale Anwendungsdauer kann sich 
dabei von einigen Wochen bis zu mehreren Monaten hinziehen. 

Im Laufe einer parenteralen Behandlung kommt es dann gewdhnlich zu infusionstypischen 
Reaktionen, wie z.B. Fieber, Erbrechen und Schiittelfrost, die gewohnlich symtomatisch 
behandelt werden, so daB eine Unterbrechung der Infusionsbehandlung nicht erforderlich ist. 
Weit schwerwiegender sind jedoch die oftmals auftretenden Leber- und insbesondere 
Nierenfunktionsstdrungen. So fallt etwa zu Beginn einer Therapie die glomerulare 
Filtrationsrate stets urn etwa 40% ab. Bei der Mehrzahl der Behandelten bleibt sie uber die 
gesamte Therapiedauer hinweg emiedrigt. Entsprechend steigen Kreatinin im Serum und 
HamstoflFim Blut an. Gelegentlich sind sogar aber die Therapiedauer hinaus irreversible 
SchSdigungen zu beobachten. Nach zwei- bis dreiwochiger Therapie tritt auch haufig AnSmie 
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auf, die zu Hamatoktit-Werten von 25 bis 30% fuhren kann. Die Blutbildveranderungen sind 
jedoch ia.der Regel nach Beendigung der Therapie wieder vol! reversibel. 



Wegen seiner Toxizitat und Nebenwirkungen sollte Amphotericin B daher nur bei 
lebensbedrohlichen Umstanden verabreicht werden. Andererseits stellt es jedoch bei den 
durch Storungen des Immunsystems - z.B. bei AIDS oder nach Organtransplantationen - 
auftretenden Mykosen haufig das einzig wirksame Mittel dar. 

Trotz hydrophiler Domanen innerhalb des Molekuls weist Amphotericin als ganzes 
ausgepragte hydrophobe Eigenschaften auf, so daB es im physiologischen pH-Bereich in 
Wasser praktisch unloslich ist. Selbst in organischen Losungsmitteln ist es nur schwer loslich. 
Daher stellen die derzeitigen Handelspraparate relativ kompliziert aufgebaute Arzneiformen 
dar, welche mit zusatzlichen Nachteilen behaftet sind. Mit einem geeigneten 
Losungsvermittler, wie z.B. Na-Desoxycholat, laBt sich die Loslichkeit in Wasser erhohen. So 
liegt z.B. das zur Infusion vorgesehene Originatorpraparat von BRISTOL-MYERS SQUIBB 
(in Deutschland unter der Handelsbezeichnung "Amphotericin B" erhaltlich) als 
Trockensubstanz vor, welche in Wasser rekonstituiert werden mud und dann als mizellare 
Dispersion von Amphotericin B und Na-Desoxycholat in Wasser vorliegt. Urn eine 
applikationsfertige Infusionslosung zu erhalten, kann die so erhaltene Stammlosung nur noch 
mit elektrolytfreien Tragerlosungen, wie z.B. einer 5% Glucoselosung, bis zur erwiinschten 
Endkonzentration verdunnt werden. 



Dieses PrSparat weist zudem einen nur geringen therapeutischen Index auf, d.h. das Fenster 
zwischen effektiver und toxischer Dosis ist sehr schmal Daruber hinaus ist, trotz des relativ 
breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, dieses Praparat bei bestimmten 
Kj-ankheitsbiidern wenig effektiv, weil die Wirksubstanz den Ort der mykotischen Infektion 
nicht oder nur in zu kleinen Konzentrationen erreicht, so daB Amphotericin B dort seine 
charakteristische antifungale Wirkung nicht oder nur unzureichend entfalten kann. 

Urn diese Nachteile des Originatorpraparats zu ubenvinden, wurde eine Reihe von 
Amphotericin B-Praparaten entwickelt, welche Lipid-Formulierungen darstellen, z.B. 
Lipidkomplexe mit Amphotericin B, kolloide Dispersionen von Cholesterylsulfat mit 
Amphotericin B und liposomal verpacktes Amphotericin B. Alle diese Arzneiformen weisen 
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zwareinen grSBeren therapeutischen Index und eine hdhere Vertraglichkeit, insbesondere eine 
geringere Nephrotoxic tat im Vergleich mil einer herkdmmlichen Amphotericin B- 
Desoxycholat-Formulierung auf, weshalb sie auch in hfiheren Dosen verabreicht werden 
konnen, dennoch lassen sich bei hohen Dosen die oben beschriebenen Nebenwirkungen nicht 
ganz vermeiden. 



Ein gravierender Nachteil solcher Lipidformulierungen von Amphotericin B ist jedoch in den 
sehr hohen Herstellungkosten und den damit verbundenen Handelspreisen zu sehen. Daruber 
hinaus miissen diese komplizierten Arzneiformen bis zu ihrer applikationsfertigen Form nach 
wie vor in umstandlicher Weise rekonstituiert werden. Nicht zuletzt wegen dieser Nachteile 
ist trotz der verbesserten therapeutischen Breite bei den Lipidformulierungen des 
Amphotericins B eine breite Akzeptanz auf dem Markt ausgeblieben. 

Als weitere Methode, Amphotericin B in eine wasserlosliche Form fur Injektionszwecke zu 
iiberfuhren, ist in der Literatur die Bildung eines Amphotericin B-Arabinogalactan-Konjugats 
beschrieben (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol. 43 No. 8, 1999, 1975-1981). 
Arabinogalactan ist ein aus Larchen gewonnenes wasserI6sliches Polysaccharid aus 
Arabinose- und Galactose-Einheiten im Verhaltnis 1:6. Die Bindung von Amphotericin B an 
Arabinogalactan erfolgt in 4 Schritten. Zunachst wird Arabinogalactan einer Perjodat- 
Oxydation unterzogen, wobei vicinale Hydroxylgruppen der Zuckereinheiten unter 
Ringspaltung in Dialdehyde uberfuhrt werden. Nach Reinigung der Reaktionsprodukte iiber 
eine Anionen-Austauschersaule wird die Amino-Gruppe des Mycosamins von Amphotericin 
B unter Bildung eines Imins (Schiffsche Base) an eine Aldehydgruppe gekoppelt und 
schiieOlich uber eine Reduktion mit Hilfe von Na-Borhydrid die Imin-Gruppe in eine Amin- 
Gruppe sowie nicht umgesetzte Aldehydgruppen in Hydroxylgruppen uberfuhrt. 

Die Kopplungsreaktion wird bei pH 1 1 ausgefuhrt. Dieser pH-Wert stellt einen KompromiB 
zwischen der Ausbeute des gebildeten Konjugats einerseits und der Toxizitat des Konjugats 
andererseits dar. Unterhalb von pH 10 ist Amphotericin B wasserunldslich und die Ausbeuten 
sind gering. Ab pH 12 ist Amphotericin B relativ gut wasserldslich, was hohere Ausbeuten 
ermoglicht, aber das erhaltene Produkt ist toxisch. Toxizitat war ebefalls zu beobachten, wenn 
der letzte Schritt der Na-Borhydrid-Reduktion unterblieb. 
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Die Antibiotika Daunorubicin und Doxorubicin gehoren zur Gruppe der Anthracycline und 
unterscheiden sich lediglich durch eine Hydroxylgruppe. Sie sind in Wasser ICslich. 
Doxorubicin wird aus Kulturen des Pilzes Streptomyces peuceticus var. caesius gewonnen, 
Daunomycin aus Streptomyces peuceticus oder coeruleorubidus. 




Daunorubi cin : R = H 
Doxorubicin: R = OH 



Durch ihren Tetracyclin-Rest sind Daunorubicin und Doxorubicin befahigt, unter Ausbildung 
sehr stabiler, uber langere Zeit bestandiger DNA-Interkalationskomplexe die DNA- und 
RNA-Synthese zu hemmen. Dariiber hinaus bilden sie im Rahmen ihrer intrazellularen 
Metabolisierung mit Hilfe der Cytochrom-P-450-Reduktase und NADPH Semichinon- 
Radikale, welche ihrerseits weitere Radikalreaktionen ausltfsen (Superoxidanion- und 
Hadroxylradikale). Dadurch gewinnen diese Antibiotika eine ausgepragte cytostatische 
Wirkung, weshalb sie als Cytostatika bei der Krebstherapie eingesetzt werden. 

Da diese Antibiotika nach oraler Applikation nur unzureichend resorbiert werden, mussen sie 
(streng) i.v. in Kurzinfusionen Uber 10 bis 15 Minuten verabreicht werden. Ihre Verteilung im 
Organismus erfolgt schnell, wobei die hochsten Konzentrationen in Herz, Lunge, Milz und 
Niere nachgewiesen wurden. 

Ihre schnelle Verteilung im Organismus in Verbindung mit der Bildung reaktiver Radikale 
durch Metabolisierung scheint eine der Ursachen fiir die ausgepragten toxischen 
Nebenwirkungen zu sein, wodurch insbesondere das Herz in Mitleidenschaft gezogen wird. 
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Sowohl Doxorubicin als auch Daunorubicin sind ausgesprochen kardiotoxisch. Insbesondere 
die Kardiotoxitat vom Spattyp, welche eine dosisabhangige kumulative Organtoxizitat 
darstellt, ist in der Kegel irreversibel und oftmals lebensbedrohend. Bei Uberschreiten einer 
maximalen kumulativen Gesamtdosis, welche bei Erwachsenen bei 550 mg/m* 
Korperoberflache liegt, steigt die Inzidenz der anthracyclininduzierten Kardiomyopathie rasch 
an. Daher besteht ab einer Gesamtdosis von 550 mg/m 2 KGrperoberflache eine etwa 5% 
Risiko fur das Auftreten einer schweren Herzinsuffizienz, 1st diese kumulatitive Gesamtdosis 
erreicht, muB die Therapie unterbrochen werden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugnmde, fur solche 
aminozuckerhaltigen Antibiotika Arzneiformen zur Verfugung zu stellen, in weichen die 
spezifischen toxischen Nebenwirkungen reduziert sind, welche eine gleichmaBigere, 
kontrollierte Verbreitung im Organismus gewahrleisten und damit eine hohere Dosierung 
zulassen und welche dennoch einfach anzuwenden sind. Eine weitere Aufgabe der Erfindung 
besteht darin, ein kostengiinstiges Verfahren zur Herstellung dieser Arzneiformen mit hoher 
Ausbeute zur Verfligung zu stellen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dafl sich diese Aufgaben mit einem Konjugat von 

Starke oder Starkederivaten mit solchen Antibiotika lSsen laBt. Die erfindungsgemaBe 

Arzneiform ist ein wasserlosliches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum-Derivat in 

Form eines Polysaccharid-Konjugats der allgemeinen Formel (I) 

A 
1 

O 

R4 I 
1 ? 

0 

D H I H ^NH 

B— O— C— C— C— CC ( I ) 

HO-CH O-R^ 
I 

H 2 C-0~R2 

in welcher bedeuten: 



B = ein in a-/,4-Verkn(lpfung verbundenes Polymer, ausgewahlt aus der Gruppe 

Hydroxyethylst^rke, Hydroxypropylstarke, Wsliche Amylose, losliche Amylose in 
hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, losliches Amylopektin, und 
16sliches Amylopektin in hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, 
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CH 3 



R'= H, (CH 2 ) 2 -OH, C H,-CH oderB, 

" 6h 



R\R 4 unabhangig voneinander H, (CH,) 2 -OH oder CH 2 — CH 



CH 3 
CH 
OH 



mit den Bedingungen, daB 

B = Amylose oder Amylopektin ist, wenn R 2 = R 3 = R 4 = H 
B = Hydroxyethylstarke, hydoxyethyliertes Amylopektin oder 

hydroxyethylierte Amylose ist, wenn R 2 , R\R 4 = (CH 2 ) 2 -OH sind, 
B = Hydroxypropylstarke, hydroxypropyliertes Amylopektin oder 

CH 3 

hydroxypropylierte Amylose ist, wenn R 2 , R\R 4 = CH 2 — CH sind ^ 

6h 




mit der Bedingung, daB wenn 
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h^T^—J^OW ist, dann ist 

h6 ' 




und wenn 



Z= H}C /^S/ ist, dann ist 



A = 




H 3 CO O OH H 



mit R' = H oder OH, 



wobei der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Aminogruppe an C, des Aminozuckers 
des Antibiotikums unter Ausbildung einer Peptidbindung verkntipft ist. 



Als Starke oder Starkederivate kommen Amylose (unverzweigt nur mit a-l,4-glykosidisch< 
Verknupfung) und/oder Amylopektin (verzweigt, zusatzlich mit a-l,6-gJykosidischer 
Verknupfung) sowie insbesondere hydroxyalkylierte Starke in Betracht. Bei Verwendung 
Amylose oder Amylopektin wird im Handel erhaltliche sog. "I6sliche" Starke eingesetzt. 
Letztere kann auch in hydroxyethylierter und hydroxypropylierter Form vorliegen. 



er 



von 



Bei dem erfindungsgemafl bevorzugten Einsatz der hydroxyalkylierten Starken 
Hydroxyethylstarke und HydroxypropylstSrke kann das mittlere Molekulargewicht (Gew.- 
Mittel M w ) im Bereich zwischen 2000 und 2 • 1 0* Dalton liegen. Der mittlere 
Poymerisationsgradsoll jedoch mindestens 15 betragen und in einer bevorzugten 
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Ausfuhrungsform bis ca 3000 reichen (entsprechend einem mittleren Molekulargewicht von 
ca. 5 • I0 5 ). Insbesonders bevorzugt ist der Einsatz von Hydroxyethylstarke. 

Die im Folgenden gemachten Ausfiihrungen mit Hydroxyethylstarke als besonders 
bevorzugter Ausfuhrungsform gelten in anloger Weise auch fur Hydroxypropylstarke. 

Bevorzugt soil in einem erfmdungsgemafien Antibiotikum-HES-Konjugat das 
Molekulargewicht der HES Uber der Nierenschwelle fur HES liegen, d.h. uber 70000 Dalton. 
Besonders bevorzugt ist eine HES der Spezifikation 1 30/ mit einem mittleren 
Molekulargewicht von 130000 Dalton. Der Substitutionsgrad MS liegt vorzugsweise im 
Bereich von 0,1 bis 0,8. In bevorzugter Ausfuhrungsform liegt der Substitutionsgrad im 
Bereich von 0,3 bis 0, 5. Das bevorzugte (yC 6 -Verhaltnis liegt im Bereich von 2 bis 12, in 
besonders bevorzugter Ausfuhrungsform im Bereich von 5 bis 11. Dabei kann HES sowohl 
unverzweigt nur mit ttberwiegend or-l,4-glykosidischen Verknupfimgen vorliegen als auch 
verzweigt mit sowohl a-l,4-glykosidischen Verkniipfungen als auch ff-l,6-g]ykosidischen 
Verkniipfungen. 

In einem erfindungsgemaBen Konjugat erfolgt verfahrensmiiBig die Bindung des 
Polysaccharids an die Aminogruppe des Aminozuckers des Antibiotikums, indem die freie, 
reduzierende Aldehydgruppe des endstandigen Polysaccharid-Molekuls , vorzugsweise mit J 2 
zu einer Aldonsauregruppe oxydiert wird, welche ihrerseits mit einer freien Hydroxylgruppe 
der endstandigen Zuckereinheit, vorzugsweise am C«-Atom der endstandigen Zuckereinheit, 
einen Lactonring ausbildet, der dann weiter mit der Aminogruppe des Aminozuckers des 
Antibiotikums eine Peptidbindung eingehen kann. Im Gegensatz zur Bildung einer 
Schiffschen Base aus den von einer Perjodat-Oxidation stammenden Aldehydresten des 
Arabinogalactans mit der Aminogruppe des Aminozuckers laflt sich die erfmdungsgemafie 
Kopplungsreaktion des Oxydationsprodukts am reduzierenden Ende von HES mit der 
Aminogruppe des Aminozuckers (z.B. Mycosamin im Falle von Amphotericin B) mit groBer 
Ausbeute in einem organischen LSsungsmittel, z.B. DMSO, ausfiihren, in welchem z.B. das 
Antibiotikum Amphotericin B I6slich ist. 
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H H H 

OH ^ OH U H 2 N-Myc-R' 

(StSrkederivat, s.B. HES) \ (Amphotericin B) 



H O 

R-A h 

OH T MyC " R ' 
H 

(Ampho-HES) 



Diese Kopplungsreaktion envies sich als auBerordentlich selektiv und fuhrte mit hoher 
Ausbeute zu einem Antibiotikum-Starke-Konjugat, welches, anders als bei einer 
Perjodatoxidation, ein Molverhaltnis zwischen Antibiotikum und Polysaccharid von 1:1 
ergibt. 



Das erhaltene Konjugat erwies sich uberraschenderweise auch als nicht toxisch, so daB es 
atich oral applizierbar ist. Die Kopplung des Polysaccharid-Tragers, insbesondere von HES, 
an das Antibiotikum bewirkte auch im Falle des an sich wasserunloslichen Amphotericin B, 
dafl das Konjugat insgesamt fiber eine ausreichende Wasserldslichkeit verfUgt. Dies hat zur 
Folge, daB die LSsung des Konjugats bzw. die Verdfinnung auf die gewiinschte applizierbare 
Endkonzentratipn auch mit elektrolythaltigen LCsungsmitteln bzw. Gemischen (z.B. einer 
Mischung aus isotonischer Kochsalzlfisung und GlucoselOsung) erfolgen kann. Da aufierdem 
das erhaltene Konjugat nicht mehr toxisch ist, lassen sich damit hfihere Dosen, z.B. flir das 
Amphotericin B-Konjugat Tagesdosen bis zu 15 mg Amphotericin B-Anteil; applizieren. 

Weil Hydroxyethylstarke ohnedies in groflen Dosen intravends als Plasmaexpander appliziert 
werden kann, sind bei der Kopplung von HES und Amphotericin B nicht umgesetzte Anteile 
von HES physiologisch unbedenklich und brauchen daher nicht eigens vom Reaktionsprodukt 
abgetrennt zu werden, was bei der Synthese von groBem dkonomischem Vorteil ist. Im Falle 
des Amphotericin B ist auch keine abschlieBende Hydrierung erforderlich, urn das gebildete 
Konjugat weniger toxisch zu machen. Darflber hinaus wurde Uberraschenderwiese gefunden, 
daB ungebundene Hydroxyethylstarke an sich auf Amphotericin B sogar eine solubilisierende 
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Wirkung ausiibt, wodurch sich mit uberschQssiger HES eine zusatzliche Stabilisierung des 
antimykotischen Wirkstoffs erzielen laBt. 

Ein weiterer Vorteil eines erfindungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats besteht darin, 
daB derPoIysccharid-Anteil durch Senim-a-Amylase abbaubar ist. Dieser Abbau ist in der 
einschlagigen Literatur zur Pharmokokinetik der als Plasmaexpander eingeselzten HES 
ausfuhrlich beschrieben. Dariiber hiriaus ist auch die Peptidbindung zwischen dem 
Polysaccharid-Anteil und dem Antibiotikum in vivo einem enzymatischen Angriff prinzipiell 
zuganglich. 

Wie sich aus Untersuchungen an dem als Leit-Mikroorganismus aus dem Spektnun der 
moglichen Pilzinfektionskeime bekannten Candida albicans zeigte, wiesen die 
erfindungsgemaBen Konjugate von Amphotericin B den Lipidformulierungen vergleichbare 
Wirksamkeiten auf. Im Hamolysetest an Schafserythrocyten konnte demonstriert werden, daB 
die in-vitro-Toxizitat eines Amphotericin B-HES-Konjugats wesentlich geringer ist als bei 
handelsublichen Amphotericin B-Desoxycholat-Fonnulierungen. 

Ein niaBgeblicher Vorteil eines erfindungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats ist darin zu 
sehen, daB sich durch geeignete Auswahl von Molekulargewicht, Substitutionsgrad, 
Substitutionsmuster und Verzweigungsgrad der eingesetzten HES die pharmakokinetischen 
Eigenschaften des erhaltenen Konjugats praktisch maBgeschneidert auf die Bedtirfhisse eines 
jeweiligen Patienten einstellen lassen. 

In den folgenden Beispielen wird das Herstellungsverfahren und die hSmolytische Wirkung 
der bevorzugten Antibiotikum-HES-Konjugate naher erlautert. 



Beispiel 1 

Oxvdation von HES 130kD: 



10 g HES (130kD) werden in ein ReaktionsgefaB gegeben und in einem m6glichst geringen 
Volumen Wasser in Ldsung gebracht. Zu dieser L6sung werden unter ROhren (Magnetruhrer) 
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2 ml einer 0.1N Jod-Losung ca. 3 ml einer 0, IN NaOH-Losung gegeben. Die Mischung wird 
solange gertihrt, bis die Farbe, die J, anzeigt, verschwunden ist. Die Zugabe von Jod-Losung 
und/oder NaOH-L6sung wird mehnnais wiederholt bis insgesamt 10 ml 0.1N Jod-L6sung und 
20 ml 0.1N NaOH-Ldsung zugegeben worden sind. Die erhaltenen Ldsung wird sodann Uber 
eine HMonenaustauschersaule (Amberlite IR 120) gegeben und anschlieDend in einem 
Dialyseschlauch mit einer AusschluBgrenze von 4-6 kD Uber einen Zeitraum von 20 h gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Das dialysierte Podukt wird lyophilisiert und der 
Oxidationsgrad mit Hilfe der Methode von SOMOGYI ermittelt. 

Ermittlung des Oxidationsgrades: 

Zur Bestimmung des gebildeten oxydierten HES (ox-HES) wurde das Verfahren von 
SOMOGYI herangezogen (Meth. Carbohydrate Chem., 1, 384-386, 1962). Das Verfahren 
beruht auf der Ermittlung der freien Aldehyd-Gruppen iiber die Reduktion von Cu 2+ zu Cu + . 
Cu' wird mit Hilfe von aus Iodid und Iodat gebildetem Iod wieder zu Cu 2+ oxidiert. 
Uberschilssiges Iod wird sodann mittels Thiosulfat titriert. 

Beispiel 2 

Synthese eines Amphotericin B-HES-Konjugats: 

In einem Reaktionsgefafl werden 650 mg (1,5.10 s Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 2,8 mg (3,0- 10" 6 Mol) Amphotericin B unter Riihren 
(Magnetriihrer) in ca. 4 ml wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur unter N 2 -Atmosphare 
gelost. Unter Lichtausschlufl wird die Mischung 24 h lang bei 70°C reagieren gelassen. Die 
Aufarbeitung des Reaktionsprodukts erfolgt unter LichtausschluB nach Zugabe von 10 Vol. 
H 2 0 mittels Dialyse gegen H } 0 Uber einen Zeitraum von 48 h bei 4°C unter 4-maligem 
Wechseln des Wassers. Das anschlieBend lyophilisierte Produkt ergab ein schwach gelbliches 
Pulver. 

Das Kopplungsverfahren wurde mit 3 weiteren Ansatzen wiederholt. wobei sich eine 
reproduzierbare Ausbeute fiir die Kopplungsreaktion von > 90% ergab. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 wiedergegeben. (Die in dieser Tabelle in der letzten Spalte angegebenen 
Ausbeutemengen beziehen sich auf das Kopplungsprodukt plus nicht umgesetzter HES). 



I 
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Tabelle 1 
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oxHES 


Ampho B 


wasserfreies 
DMSO 


Reaktionszeit 
und 

-tpmnpratiip 

icmpcraiur 


Reaktions- 
bedingungen 


Ausbeute an 
Ampho-HES 
nach Dialyse 


Ansatz 1 


650 mg 
(1.5 «1 0-5 Mol) 


2,8 mg 
(3,0 »10-6 Mol) 


= 4 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


460 mg 


Ansatz 2 


10,0 g 
(2,4*10-4 Mol) 


44,0 mg 
(4,7. 10-5 Mol) 


= 40 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


7,0 g 


Ansatz 3 


12,0 g 
(2,8- 10-4 Mol) 


52,0 mg 
(5,6 '10-5 Mol) 


= 30 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


8,4 g 


Ansatz 4 


7,2 g 
(1,7-10-4 Mol) 


31,2 mg 
(3,4' 10-5 Mol) 


= 20 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


5,1 g 



Die erhaltenen Amphotericin B-HES-Konjugate wurden uber ihr UV-Spektrum charakterisiert 
(0,5 g / 5 ml H,0*J und zeigten im Bereich von 300-400 nm die fUr polymere bzw. mizellare 
Wechselwirkungen von Amphotericin B typischen Banden. Im Gegensatz zu freiem 
Amphotericin B, das in Wasser praktisch unldslich ist, wiesen die erhaltenen Amphotericin- 
HES-Konjugate eine Wasserloslichkeit von > 0,1 g / 5 ml H,0 auf. 

Mil Hilfe von LALLS-GPC (Low Angle Laser Light Scattering in Kombination mit Gel- 
Permeations-Chromatographie) wurden folgende GPC-Kenndaten bestimmt: 

Gewichtsgemitteltes Molekulargewicht M„: 1 02.700 

Zahlenmittel des Molekulargewichts: 36.050 

Spitzenfraktion (10%): 24.050 

Bodenfraktion (90%): l3 g 00 

Diese Kenndaten entsprachen im wesentlichen den Kenndaten der verwendeten HES. 
Beispiel 3 

Hamolyse-Vereleichstest H P q Amnhoterirm R-HES-Konin^tc- 



Die hamolytische Wirkung des erfindungsgemafien Ampho-HES-Prapararts wurde 
Vergleich mit einer handelsttbltchen Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung 



im 
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("Amphotericin B" von Bristol-Meyers-Squibb, Chargen-Bezeichnung: A068), dessen 
Wirkstdff ab einer Konzentration von 8 ng/ml hamolytisch sein soil (R. FalJcet a!., 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 1999, 1975-1981), ermittelt. 

Stammlosung fur erfindungsgemaBes Praparat: 1 1,61 g Ampho-HES (entsprechend einem 
Gewichtsanteil von 50 mg Amphotericin B) wurden in 50 ml 5% Glucose-LSsung 
(Chargenbez.: 9233 A4 der Fa. Braun Melsungen) gelost. Der Wirkstoffgehalt der so 
hergestellten Stammlosung betrug 1 mg Amphotericin B pro ml. Von dieser Stammlosung 
wurden gemaB Tabelle 2 drei Verdiinnungen hergestellt und ebenfalls auf ihre hamolytische 
Wirkung untersucht. 

Handelsiibliches Vergleichspraparat (Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung): Eine 
Flasche a 50 mg wurde mit 10 ml A. a. injectabilia (Chargenbez.: 0514A63 der Fa. Braun 
Melsungen) gelost und in 5% GlucoselSsung auf 0,12 mg/ml Amphotericin B verdiinnt. 

Herstellung der Erythrocytensuspension: Frisch entnommenes humanes Blut wurde etwa mit 
dem 5-fachen Volumen steriler 0,9 % NaCl-Losung (Chargenbez.: 9055A64 der Fa. Braun 
Melsungen) verdiinnt und 5 Minuten lang bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 
2000 zentrifugiert. Danach wurde die uberstehende Losung abgesaugt und die sedimentierten 
Erythrocyten noch zweimal auf die gleiche Weise behandelt. 

Die so gewaschenen Erythrocyten wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und - 
sofern erforderlich - mit steriler 0,9% NaCl-Losung auf eine Endkonzentration von ca. 5 • 10 8 
Erythrocyten pro ml nachverdQnnt. Diese Suspension ist laut DIN-Morm bei Raumtemperatur 
bis zu max. 6 Stunden verwendbar. 

Hamolyse- Vergleichstest: Je 5 ml der zu priifenden Ltisungen wurden mit 1 ml der obigen 
Erythrocytensuspension vermischt, in ein gereinigtes Zentriftigenrohrchen Uberfuhrt und 20 
Minuten lang in einem Wasserbad bei 37 ± 1°C inkubiert. AnschlieBend wurde 5 Minuten bei 
einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 2000 zentrifugiert. 

Von der Uberstehenden FlUssigkeit wurde die Extinktion gemessen. AIs Negativkontrollen 
dienten jeweils 5 ml der 0,9% NaCl-LGsung und der 5% Glucose-Lflsung, welche mit 1 ml 
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der Erythrocytensuspension vermischt, ebenfalls 20 Minuten lang bei 37 ± 1°C inkubiert und 
dann wie oben zentrifugiert wurden. 



Zur Prilfung auf Hamolyse wurden in einem Photometer die Extinktionen der jeweilige 
Uberstande gegen die Negativkontrollen bei einer Wellenlange von 576 nm unter 
Verwendung einer Kuvette mit 10 mm Schichtdicke gemessen. Auf Grund der 
unterschiedlichen Farbungen der LSsungen wurden zum Vergleich von den L6sungen ohne 
Erythrocytensuspension ebenfalls die Extinktion gemessen. 



Die Ergebnisse der diversen Testansatze sind in Tabelle 2 zusammengefaBt. 



Tabelle 2 



Poifldsung 


Konzentration 
Amphotericin B 
der Losung 
mg/ml 


Konzentration 
Amphotericin B 
im Testansatz 
mg/ml 


Extinktion 
576 nm 


Extinktion 
576 nm ohne 
Erythrocyte!! 


0,9% NaCi 






0,015 


0,000 


5% Glucose 






0,016 


0,000 


Handelspraparat 


0,12 


0,1 


2,27 r> 


0,008 


Ampho HES 


0,12 


0,1 


0,027 


0,033 


Ampho HES 


0,24 


0,2 


0,061 


0,076 


Ampho HES 


0,48 


0,4 


0,274'> 


0,151 


Ampho HES 
(Stamml∑) 


1,00 


0,83 


2,452*> 


0,288 



**) Wegen erhohter ViskositSt nach Zentrifugieren noch intakte Erythrocyten im Oberstand 
mikroskopisch nachweisbar 

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, zeigt die getestete, im Handel erhaltliche Amphotericin B- 
Desoxycholat-Formulierung bereits bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml im Testansatz 
unter den obigen Testbhedingungen stark hamolytische Wirkung. Der Oberstand hatte bei 576 
nm eine Extinktion von 2,271 und war stark rot gefarbt. 



Im Vergleich dazu war beim erfindungsgemaCen Ampho-HES-Praparat bis zu einer 
Konzentration von 0,2 mg Amphotericin B pro ml keine hamolytische Wirkung zu 
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beobachten. Erst bei einer Konzentration von 0,4 mg/ml war im Uberstand des Testansatzes 
im Vergleich mil der Negativkontrolle eine leichte Rotfarbung zu erkennen, was sich auch in 
den Extinktionswerten bemerkbar machte. Bei dieser Amphotericin B-Konzentration im 
Testansatz liegt demnach eine leichte hamolytische Wirksamkeit vor. Eine starke 
hamolytische Wirksamkeit durch das Testpraparat war bei einer Konzentration von 0,83 
mg/ml zu erkennen, wo der Uberstand stark rot gefarbt war. Daneben lieBen sich im 
Uberstand auch noch mikroskopisch wenige intakte Erythrocyten nachweisen, die wegen der 
hohen Viskositat wahrend der Sedimentationszeit noch nicht ins Pellet sedimentieren konnten. 

Beispiel 4 

Synthese eines Daunorubicin-HES-Konjugats: 

In einem ReaktionsgeftB wurden 650 mg (1,5 • 10" 5 Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 0,8 mg (3,0-10^ Mol) Daunorubicin unter denselben 
Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelassen und wie in Beispiel 2 
weiterbehandelt. Auch hier wurde eine reproduzierbare Ausbeute von ca 72 % erhalten. 

Beispiel 5 

Synthese eines Doxorubicin-HES-Konjugats: 

In einem ReaktionsgefaB wurden 650 mg (1,5 • 10 s Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 0,8 mg (3,0 • 10* Mol) Doxorubicin unter denselben 
Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelassen und wie in Beispiel 2 
weiterbehandelt. Die erzielte Ausbeute betrug ebenfalls ca. 70 %. 
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Patentanspriiche 



I. Wasserlosliches einen Amin02ucker aufweisendes Antibiotikum-Derivat in Form 
eines Polysaccharid-Konjugats der allgemeinen Formel (I) 

A 
I 

O 

1 ? 
0 

H I H .NH 

B— O— C-C-C-CC (I) 
I H | ^0 

HO-CH 0-R3 



H 2 C-0~R2 



in welcher bedeuten: 



B = ein in a-/,</-Verkniipfung verbundenes Polymer, ausgewahlt aus der Gruppe 

Hydroxyethylstarke, Hydroxypropylstarke, I6sliche Amylose, lSsliche Amylose in 
hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, losliches Amylopektin, und 
losliches Amylopektin in hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, 

CH 3 

R 2 = H, (CH 2 ) 2 -OH, CH 2 -CH oderB, 

6h 



CH 3 

R\K 4 unabhSngig voneinander H, (CH 2 ) 2 -OH oder CH 2 — CH 

6h 



mit den Bedingungen, daB 

B = Amylose oder Amylopektin ist, wenn R 2 = R 3 =R 4 = H 
B = Hydroxyethylstarke, hydoxyethyliertes Amylopektin oder 

hydroxyethylierte Amylose ist, wenn R 2 , R\R 4 = (CH 2 ) 2 -OH sind, 
B = Hydroxypropylstarke, hydroxypropyliertes Amylopektin oder 

CH 3 

hydroxypropylierte Amylose ist, wenn R 2 , R\ R 4 = CH 2 — CH sind i 



6h 
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wobei der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Aminogruppe an C, des Arninozuckers 
des Antibiotikums unter Ausbildung einer Peptidbindung verknOpft ist. 



2. Ahtibiotikum-Deri vat nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB das 
Molverhaltnis zwischen dem Antibiotikum- and Polysaccharidanteil 1:1 ist. 

3. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Polysaccharidanteil aus Hydroxyethylstarke besteht. 

4. Antibiotikum-Derivat nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
mittlere Molekulargewicht der Hydroxyethylstarke im Bereich zwischen 2000 und 2 • 10 6 
Dalton liegt. 

5. Antibiotikum-Derivat nach den Anspruchen 3 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke einen mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 aufweist. 

6. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
mittlere Molekulargeicht der Hydroxyethylstarke > 70000 Dalton ist. 

7. Antibiotikum-Derivat nach den Anspruchen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke die Spezifikation 130/ und einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 
0,1 bis 0,8 aufweist. 

8. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 aufweist. 
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9. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Hydroxyethylstarke ein CyC 6 -Substitutionsverhaltnis im Bereich von 2 bis 12 aufweist. 

1 0. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke ein a/Q-Substitutionsverhaltnis im Bereich von von 5 bis 1 1 aufweist. 

1 1 . Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 1 0, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hydroxyethylstarke unverzweigt in a-l,4-g!ykosidischer Verknupfung vorliegt. 

1 2. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 1 0, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hydroxyethylstarke verzweigt mit a-l,4-glykosidischer Verkntipfung und a-1,6- 
glykosidischer Verknupfung vorliegt. 

1 3. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Amphotericin B ist. 

1 4. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Daunorubicin ist. 

1 5. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Ansprilche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Doxorubicin ist. 

1 6. Verfahren zur Herstellung eines Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats nach jedem 
der Ansprilche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, das Polysaccharid an seinem reduzierenden 
Ende in wassriger alkalischer Losung unter Ausbildung eines Lacton-Rings oxidiert wird und 
das erhaltene Produkt zusammen mit dem einen Aminozucker aufweisenden Antibiotikum zur 
Bildung enes Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats in einem organischen Losungsmittel 
reagieren gelassen wird. 

] 7. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Oxidation des 
Polysaccharids am reduzierenden Ende mit J 2 erfolgt. 
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18. Verfahren nach den Ansprilchen 16 und 17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kopplung des oxidierten Polysaccharids an das Antibiotikum in einem organischen 
L6sungsmittel erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als organisches 
Losungsmittel Dimethylsulfoxid eingesetzt wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB als 
Polysaccharid Starke oder eine Starkederivat eingesetzt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB Hydroxyethylstarke 
eingesetzt wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB Hydroxyethylstarke mit 
einem mittleren Molekulargewicht im Bereich zwischen 2000 und 2* 10 6 Dalton eingesetzt 
wird. 

23. Verfahren nach den Anspriichen 21 und 22, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 eingesetzt 
wird. 

24. Verfahren nach den Anspriichen 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Molekulargewicht von > 70000 Dalton eingesetzt 
wird. 

25. Verfahren nach den Anspriichen 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit der Spezifikation 130/ und einem Substitutionsgrad MS im Bereich 
von 0,1 bis 0,8 eingesetzt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Hydroxyethylstarke 
mit einem einem Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 eingesetzt wird. 
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27. Verfahren nach jedem der Anspriiche 2 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daO eine 
Hydroxyethylstarke mit einem CyC 6 -Substitutionsverha1tnis im Bereich von 2 bis 12 
eingesetzt wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB eine Hydroxyethylstarke 
mit einem Cj/Q-Substitutionsverhaltnis im Bereich von 5 bis 1 1 eingesetzt wird. 

29. Verfahren nach jedem der Anspriiche 2 1 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
unverzweigte Hydroxyethylstarke mit a-l,4-glykosidischer Verkniipfung eingesetzt wird. 

30. Verfahren nach jedem der Anspriiche 2 1 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
verzweigte Hydroxyethylstarke mit a-l,4-glykosidischer Verkniipfung und a-1,6- 
glykosidischer Verkniipfung eingesetzt wird. 

3 1 . Verfahren nach jedem der Anspriiche 2 1 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB anstelle 
der Hydroxyethylstarke Hydroxypropylstarke eingesetzt wird. 

32. Verfahren nach jedem der Anspriiche 1 6 bis 3 1 , dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Amphotericin B eingesetzt wird. 

33. Verfahren nach jedem der Anspriiche 16 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Amphotericin B eingesetzt wird. 

34. Verfahren nach jedem der Anspriiche 1 6 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Daunorubicin eingesetzt wird. 

35. Verfahren nach jedem der Anspriiche 1 6 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Doxorubicin eingesetzt wird. 



36. Verwendung eines Starkederivats zur Herstellung eines Amphoceritin B-Konjugats 
systemischen Behandlung mykotischer Infektionen. 



I 
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37. Verwendung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxyethylstarke ist. 



38. Verwendung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
HydroxypropylstSrke ist. 

39. Verwendung eines Starkederivats zur Herstellung eines Daunorubicin-Konjugats zum 
Einsatz in der Krebstherapie. 

40. Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxyethylstarke ist. 

41 . Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxypropylstarice ist. 

42. Verwendung eines Starkederivats zur Herstellung eines Doxorubicin-Konjugats zum 
Einsatz in der Krebstherapie. 

43. Verwendung nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, dafl das Starkederivat 
Hydroxyethylstarke ist. 

44. Verwendung nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxypropylstarke ist. 



